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Beschrelbung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Galacto-Manno-Oligosaccharide, Vertahren zu deren Herstellung sowie ihre 
Verwendung in Lebensmitteln und Arzneimitteln. 

5 [0002] Es besteht standig ein Bedarf, aus nachwachsenden naturlichen Rohstoffen Wirk- und/oder Zusatzstoffe fur 
Lebens- und/oder Arzneimittel zu gewinnen. Dies liegt sowohl an der hohen Akzeptanz aus naturlichen Quellen ge- 
wonnener Rohstoffe beim Verbraucher als auch an der Umweltvertraglichkeit ihrer Herstellung. Mannane und deren 
Derivate, wie Glucomannan und Galactomannan, stellen derartige naturliche Rohstoffe dar. Mannane sind Polyosen, 
die aus Mannose anstelle von Glucoseelnheiten aufgebaut sind. Die Mannose-Ketten bestehen aus p-1 ,4-verknupften 

w Mannose-Einheiten. Galactomannane weisen neben den p-1 ,4-verknupften Mannose-Einheiten damit cc-1 ,6-verknupf- 
te Gaiactose-Einheiten auf, bestehen also aus Mannose- und Galactosebausteinen. Derartige Galactomannane sind 
in Form von Guargum, Cassiagum und Johannisbrot-Kemmehl erhaltlich und werden zum Beispiel als Verdickungs- 
mittel in der Lebensmittelindustrie und als Tablettierhitfsmittei in der Pharmaindustrie verwendet (Industrial Gums, R. 
L. Whistler und J.N. BeMiller, Herausgeber, 3. Auflage 1992, Academic Press, New York). Galactomannane aus ver- 

15 schiedenen Quellen unterscheiden sich im wesentlichen durch ihren relativen Mannose- und Galactose-Gehalt. 

[0003] Die Verwendung von Mannanasen aus Bacillus subtilis zur Hydrolyse von Mannose-haltigen Polysacchariden 
zu einem Gemisch aus Mannose- und Galactose-haltigen Oligosacchariden ist bekannt. In Vlasenko et al. (Prikladnaya 
Biokhimiya i Mikrobiologiya, 1989, 25(5):604-613) ist die Hydrolyse von Johannisbrotkernmehl mit einer Mannanase 
aus Bacillus subtilis beschrieben, wobei Oligosaccharide mit einem Polymerisationsgrad >3 erhalten werden. Rjitto 

20 m. et al. (Biotechnology Letters, 1988, 10 (9):661-664) beschreiben die Hydrolyse von Johannisbrotkernmehl und 
Guargummi, wobei Guargummi mit der dort eingesetzten Mannanase aus Bacillus subtilis nur zu einem sehr geringen 
Teil hydrolysiert wird. Cui Fumian et al. (Weishengwu Xuebato, 39 (1):60-63) beschreiben die Hydrolyse von Konjak- 
mehl und Johannisbrotkernmehl mittels einer Mannanase aus dem Bacillus subtilis-Stamm BM 9602. in der JP 57 
0651 82 A wird die Gewinnung von p-1 ,4-Mannanase aus dem Bacillus subtilis-Stammen LB5A und LB5B beschrieben, 

25 wobei Galactomannane dem Kultunmedium hinzugefugt sind. Die US 3,684,710 A beschreibt die Hydrolyse von Jo- 
hannisbrotkernmehl mittels eines Gemisches von Enzymen aus Bacillus subtilis und Aspergillus niger. 
[0004] Zur Herstellung lebensmitteltauglicher Rohstoffe werden Polyosen haufig in kleinere Einheiten zerlegt. So ist 
es bekannt, Polysaccharide mit Hilfe von verdiinnten Sauren bei unterschiedlichen Temperaturen zu hydrolysieren. 
Die Hydrolyse von Galactomannanen fuhrt zu einem Gemisch der Monomere, also Mannose und Galactose. 

30 [0005] Eine aus Aspergillus niger gewonnene endo-p-Mannanase (E.C. 3.2.1 .78) ist bekannt dafur, Galactomannan 
enzymatisch zu hydrolysieren (H. Uhlig, Enzyme arbeiten fur uns, Carl Hanser Verlag Munchen, Wien, 1991). Dieses 
Enzym ist jedoch nicht in der Lage, das Galactomannan aus Guargum zu hydrolysieren, wahrend Galactomannan aus 
Johannisbrot-Kernmehl nur partiell hydrolysiert wird. Je nach Herkunft konnen Galactomannane also eine unterschied- 
liche Eignung fur eine Hydrolyse aufweisen. 

35 [0006] Aus Ajisaka et al. (Carbohydrate Research 270 (1995), 123-130) ist ein Verfahren bekannt, das die enzyma- 
tische Synthese von Mannobiose und Mannotriose mit Hilfe einer aus Aspergillus niger isolierten a-Mannosidase er- 
laubt. Diese Synthese, die durch eine Umkehrung der normalen Hydrolysereaktion des Enzyms durchgefiihrt wird, 
arbeitet mittechnisch nicht akzeptablen Ausbeuten von urn 2 %. Die Produkte enthalten keine Gaiactose-Einheiten. 
[0007] Aus K. Newman (Biotechnology in the Feed Industry, Proc. Of Alltech's 10 th Symposium (1994), 167-174) ist 

40 ein aus Hefe-Zellwand gewonnener Gluco-Manno-Proteinkomplex bekannt, der spezifisch die mannosespezifischen 
Lektine von pathogenen Keimen bindet. Da dieses Produkt keine Galactoseeinheiten enthatt, kann es keine Bindung 
mit galactosespezifischen mikrobiellen Lektinen vermitteln. 

[0008] Das der voriiegenden Erfindung zu Grunde Hegende technische Problem besteht also darin, aus Galacto- 
mannan herstellbare Substanzen sowie Verfahren zu deren Herstellung bereitzustellen, die vorteilhafte Anwendungs- 

45 moglichkeiten im Bereich der Pharmazie und (.ebensmitteltechnologie mit sich-bringen. 

[0009] Das der voriiegenden Erfindung zu Grunde liegende technische Problem wird durch die Bereitstellung eines 
Verfahrens zur Herstellung von Mannose- und Galactose-haltigen Oligosacchariden aus Galactomannanen gelost, 
wobei eine wassrige Losung oder Suspension des Galactomannans hergestellt, durch aus Bakterien stammende en- 
zymatische Aktivitat, insbesondere unter Einsatz eines aus Bakterien stammenden enzymatischen Agens, hydrolysiert 

so und ein Gemisch aus Mannose- und Galactose-haltigen Oligosacchariden mit einem Polymerisationsgrad (DP) < 15, 
insbesondere von 2 bis 7, erhalten wird. Die Erfindung lost das ihr zu Grunde liegende Problem auch durch die Be- 
reitstellung derartig herstellbarer Galacto-Manno-Oligosaccharide, umfassend p-1,4-verknupfte Mannose-Einheiten 
und daran ot-1 ,6-verknupfte Gaiactose-Einheiten mit einem Polymerisationsgrad < 15, insbesondere von 2 bis 7. Diese 
Galacto-Manno-Oligosaccharide zeichnen sich in uberraschender und vorteilhafter Weise dadurch aus, dass sie bei 

55 Verwendung in oder als Nahrungs-, Lebens-, Genuss- und Arzneimitteln die Prophylaxe und Therapie von Krankheiten 
ermoglichen sowie allgemein zur Verbesserung des Gesundheitszustandes dienen konnen. 

[0010] insbesondere zeichnen sich die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide dadurch aus, dass sie 
den glykamischen Index von Genuss- und Lebensmitteln senken, Infektionskrankheiten bekampfen und/oder verhin- 
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dern, indem sie die Anlagerung von pathogenen Keimen an menschliche und tierische Epithelzellen verhindern oder 
reduzieren, entzundliche chronische Darmerkrankungen bekampfen und/oder verhindern, der Entstehung von Darm- 
krebs beziehungsweise Coloncarzinomen entgegenwirken und/oder diese bekampfen, die Immunabwehr gegen all- 
gemeine Infekte starken, die Immunabwehr modulieren und damit entzundliche Erkrankungen bekampfen und/oder 

5 verhindern und die Caiciumaufnahme verbessern und dadurch insbesondere Osteoporose entgegenwirken. 

[0011] Im Zusammenhang mit der vohiegenden Erfindung wird unter einer Krankheit eine Storung der Lebensvor- 
gange in Organen Oder im gesamten Organismus verstanden, die subjektiv empfundene oder objektiv feststellbare 
korperliche, geistige oderseelische Veranderungen mitsich bringt. Im Zusammenhang mit der vohiegenden Erfindung 
werden unter einer Krankheit auch Mangelzustande erfasst. 

10 [0012] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einemWirkstoff eine Substanz verstanden, die 
in lebenden Organismen oder Teilen davon eine biologische Wirkung hervorruft. Unter einem Arzneistoff wird ein Wirk- 
stoff verstanden, derzurVorbeugung, Linderung, Heilung oder Erkennung von Erkrankungen dienen kann. Unter einem 
Arzneimittel wird eine zur Anwendung bei Menschen oder Tieren bestimmte Zubereitungsform von Arzneistoffen ver- 
standen. 

is [0013] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einem Nahrungs- oder Lebensmittel ein primar 
der Aufrechterhaltung der Lebensfunktionen dienendes Mittel verstanden, wahrend ein Genussmittel ein primar dem 
bei seiner Aufnahme entstehenden Wohlbefinden dienendes Mittel verstanden wird. 

[0014] Die vorliegende Erfindung betrifft also Mannoseund Galactose-haitige Oligosaccharide, auch als Galacto- 
Manno-Oligosaccharide bezeichnet, mit einem Polymerisationsgrad (DP) < 15, insbesondere mit einem Polymerisa- 
20 tionsgrad von 2 bis 7, wobei die Mannose-Einheiten p-1 ,4 und die Galactose- Einheiten mit den Mannose-Einheiten a- 
1 ,6 verknupft sind. Die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide sind gegenuber den hydro lytisch en Be- 
dingungen im Mund-, Magen- und Dunndarmbereich stabil und konnen somit im wesentlichen unverandert in den 
Dickdarm gelangen und dort ihre gewunschte gesundheitsfordernde Wirkung entfalten. 

[0015] Die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide sind nicht nur selbst unter den hydrolytischen Be- 
25 dingungen im DCinndarm stabil, sondern sie inhibieren sogar die mucosastandigen a-Glucosidasen (Glucoamylase/ 
Maltase und Saccharase/lsomaltase). Sie konnen daher erfindungsgemaB zum Senken des glykamischen Index von 
Genuss- und Lebensmitteln eingesetzt werden. 

[0016] ErfindungsgemaB sind die Galacto-Manno-Oligosaccharide der vorliegenden Erfindung auch in der Lage, die 
Anheftung von pathogenen Keimen an Epithelzellen zu reduzieren oderzu verhindern und dadurch Infektionskrank- 
30 heiten vorzubeugen. sowie in ihrem Verlauf zu therapieren. Die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide 
stimulieren zudem die Mucussekretion aus den Becherzellen im Darm und beeinflussen daher den Verlauf verschie- 
dener Darmerkrankungen positiv. 

[0017] Wie erwahnt, werden die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide im Dunndarm nicht hydroly- 
siert, sondern gelangen unverandert in den Dickdarm, wo sie dann von den dort vorhandenen Mikroorganismen zu 

35 kurzkettigen Fettsauren, insbesondere Butyrat, fermentiert werden. Die infolge dieser Fermentation erfolgende pH-Ab- 
senkungverschlechtertdieLebensbedingungen fur schadliche Mikroorganismen wie Clostridien und verbessertgleich- 
zeitig die Lebensbedingungen fur niitzliche Bifidobakterien und Lactobacillen. Die erfindungsgemaBen Galacto-Man- 
no-Oligosaccharide weisen also prabiotische Wirkung auf. Durch die beschriebene vermehrte Bildung von Butyrat 
kann die Entstehung und das^Wachstum von Coloncarzinomen reduziert beziehungsweise verhindert werden. 

40 [0018] SchlieBIich sind die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide vorteilhaftinsofern, als dasssiedie 
Aufnahme von Calcium im Darmbereich aus anorganischen Nahrungsbestandteilen verbessern und so insbesondere 
bei der Vorbeugung und Verhinderung von Osteoporose, insbesondere primarer Osteoporose, wie postmenopausaler 
oder seniler Osteoporose oder sekundarer Osteoporose, einsetzbar sind. 

[0019] Die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide sind schlieBlich auch insofern vorteiihaft einsetz- 
45 bar, als dass sie direkte Wechselwirkungen mit dem zellularen immunsystem zeigen, wobei sie einerseits die Immu- 
nabwehr starken und andererseits die Immunantwort so modulieren, dass entzundliche Prozesse abgemindert bezie- 
hungsweise unterdruckt werden. 

[0020] Die Erfindung betrifft daher auch Genuss-, Lebensoder Nahrungsmittel sowie sogenannte Functional Foods, 
die die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide enthalten. Derartige Lebensmittel konnen zum Beispiel 
50 Milchprodukte wie Butter, Joghurt, Quark, Backwaren, Suppen- und Sossenpulver, Brotaufstriche, Margarine, Back- 
fette, Gewurzmischungen, Konfituren, nichtalkoholische Getranke etc. sein. Genussmittel konnen zum Beispiel Har- 
toder Weichkaramellen, Kaugummis, Schokolade, Miisliriegel, Keksprodukte, Eis, Schaumzuckerprodukte, Dragees, 
alkoholische und nichtalkoholische Getranke etc. sein. 

[0021] Die Erfindung betrifft auch Arzneimittel, die die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide, gege- 
55 benenfalls zusammen mit pharmakologisch geeigneten Trager-, Zusatz- oder Hilfsstoffen, in einer pharmazeutisch 
wirksamen Menge enthalten. Derartige Trager-, Hilfs- oder Zusatzstoffe konnen zum Beispiel Gleitmittel, Trennmittel, 
Verdickungsmittel, Stabilisatoren, Emulgatoren, Konservierungsstoffe, Lecithin, IntensivsuBstoffe, SuBungsmittel, 
Farbstoffe, Geschmacksstoffe, Aromastoffe, bulking agents, also Fullstoffe, etc. sein. 
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[0022] Die Arneimittel konnen zum Beispiel in Form von Pastillen, Kapseln, Tabletten, Dragees, Zapfchen, Losungen, 
Suspensionen, Emulsionen, Injektionslosungen, Infusionslosungen, Tropfen, Saften, Salben, Cremes, Gele, Aerosol, 
Inhalat oderanderen ublichen Darreichungsformen vorliegen. 

[0023] Die Erfindung betrifft auch die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide zur Anwendung in einem 

s Verfahren zur chirurgischen Oder therapeutischen Behandlung des menschlichen Oder tierischen Korpers. Die Erfin- 
dung betrifft schlieBlich auch die Verwendung der erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide zur Prophy- 
laxe Oder Therapie von Diabetes mellitus II, Infektionserkrankungen, Darmerkrankungen, Coloncarzinomen, entzund- 
lichen Erkrankungen und Osteoporose sowie die Verwendung der erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccha- 
ride zur Herstellung eines Arzneimittels fur die vorgenannten Zwecke. 

10 [0024] Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccha- 
ride, wobei eine wassrige Losung Oder Suspension eines Galactomannans aus einem Galactomannanhaltigen Roh- 
stoff, insbesondere aus Guargum, zum Beispiel Guar-Mehl, Cassiagum Oder Johannisbrot-Kernmehl hergestellt, unter 
Einsatz einer aus Bakterien stammenden enzymatischen Aktivitat, insbesondere unter Einsatz eines aus Bakterien 
stammenden enzymatischen Agens, hydrolysiert und eine wassrige Losung eines Gemischs aus Mannose- und Ga- 

'5 lactose-haltigen Oligosacchariden mit einem Polymerisationsgrad < 15, vorzugsweise von 2 bis 7, erhalten wird. Aus 
der wassrigen Produktlosung wird ein trockenes Gemisch des Produkts durch zum Beispiel Spruhtrocknung erhalten. 
[0025] Die Erfindung stellt also die uberraschende Lehre bereit, dass mittels einer aus Bakterien stammenden en- 
zymatischen Aktivitat Galactomannane aus diesen enthaltenden Rohstoffen, zum Beispiel aus Guargum, Cassiagum 
und Johannisbrot-Kernmehl, mit jeweils gleich hoher Effizienz zu den erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosac- 

20 chariden hydrolysiert werden konnen. 

[0026] Die Konzentration an Gaiactomannanen in der wassrigen Losung betragt vorzugsweise 1 bis 5 %, der pH-Wert 
vorzugsweise 5 bis 8 und die Temperatur der Losung vorzugsweise 30 bis 40°C. 

[0027] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einem enzymatisch wirkenden Agens ein voll- 
standig Oder teilweise aufgereinigtes Enzym oder ein Rohextrakt aus Bakterien, insbesondere Baciilus-Zellen oder 
25 lebende oder tote Bakterien verstanden, die Galactomannane hydro tysieren konnen, insbesondere zu Galacto-Manno- 
Oligosacchariden mit einem Polymerisationsgrad < 15, bevorzugt2 bis 7. Rohextrakte konnen mittels ublicher Verfah- 
ren, wie mechanischer Aufschlussverfahren, zum Beispiel Kugelmuhle, French Press, chemischer oder elektrischer 
Aufschlussverfahren, zum Beispiel Erzeugen elektrischer Felder oder auch durch Ultraschallbehandlung erhalten wer- 
den. 

30 [0028] In besonders bevorzugter Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung werden Bakterien der Art Bacillus 
subtilis, insbesondere ein Bacillus-subtilis-StammmitderHinteriegungsnummerDSM 13182, hinterlegtam 06.12.1999 
bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen in Braunschweig, eingesetzt. 
[0029] Selbstverstandlich konnen die eingesetzten Bakterien naturlich vorkommende oder genmanipulierte Bakte- 
rien, insbesondere Bacillen sein. Beispielsweise konnen die eingesetzten Bakterien Resistenzen gegen bestimmte 

35 Antibiotica aufweisen, um so eine besonders einfache Produktion des enzymatisch wirkenden Agens zu ermoglichen. 
Das aus den Bakterien stemmende Enzym kann naturlichen Ursprungs sein beziehungsweise eine Wildtyp-Amino- 
sauresequenz aufweisen, es kann aber auch Aminosaureabweichungen gegenuber dem naturlich erweise vorkom- 
menden Enzym aufweisen, beispielsweise Aminosauredeletionen, -insertionen, -inversionen, -austau-sche oder-ad- 
ditionen, auch ungewdhnlicher Aminosauren. Das Enzym kann gegebenenfalls auch Modifikationen, wie Glycosylie- 

40 rungen oder ahnliches, aufweisen. Das Enzym kann auch als Fusionsprotein mit einem anderen Protein oder Peptid 
oder als Enzymfragment vorliegen, solange es in der Lage ist, Galactomannane zu den vorgenannten Produkten zu 
hydrolysieren. 

[0030] Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des enzymatisch wirkenden Agens zur Hydrolyse des Galacto- 
mannans, wobei das enzymatisch wirkende Agens in freier oder in immobilisierter Form fur die Hydrolyse eingesetzt 
werden kann. So kann erfindungsgemaB die Hydrolyse mit ruhenden Zellen von Bakterien, vorzugsweise Bacillus 
subtilus, durchgefuhrt werden. Es kann auch vorgesehen sein, die Zellen zuerst in einer stabilen inerten Matrix zu 
immobilisieren und den so entstandenen Biokatafysator fur die Hydrolyse des Galactomannans einzusetzen. Erfin- 
dungsgemaB konnen sowohl die Enzyme, die Bakterien oder auch der Rohextrakt immobilisiert werden. Die Immobi- 
lisierung kann durch Bindung an Trager, Quervernetzung, Einschluss oder Elnkapselung erfolgen. Die Quervemetzung 
so kann beispielsweise durch Glutaraldehyd erfolgen. Die Tragerbindung kann durch Adsorptionsbindung oder kovalente 
Bindung erfolgen, wahrend fur den Einschluss zum Beispiel semipermeable Membrane in Form von Gelen, Mikrokap- 
seln oder Fasem eingesetzt werden. Eingekapselte Enzyme oder Mikroorganismen sind durch eine semipermeable 
Membran von der umgebenden Substrat- und Produktlosung getrennt. 

[0031] Die Erfindung betrifft auch ein vorgenanntes Verfahren, wobei das erhaltene Gemisch aus Mannoseund Ga- 
55 lactose-haltigen Oligosacchariden einem chromatographischen Trennverfahren unterzogen wird, bei dem erwunschte 
Oligosaccharide mit bestimmtem Polymerisationsgrad erhalten werden konnen. 
[0032] Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus den Unteranspriichen. 
[0033] Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher ertautert: 
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Beispiel 1 : Herstellung des Biokatalysators 

[0034] Eine Abimpfung des Stammes Bacillus subtilis SZ 100 (DSM 13182) wlrd von elner Schragagar-Kultur in 
einen Schuttelkoiben mit einem Medium bestehend aus Caseinpepton (1 5/g/L), Sojamehlpepton (5/g/L), NaCI (5/g/L) 
und Guargum (1/g/L) eingebracht und 24 Stunden unter Sen utteln bei 30°C inkubiert. 

[0035] Danach wird die Schuttelkultur in einen 10 L-Fenmenter transferiert und in einem Medium gleicher Zusam- 
mensetzung wie das der Schuttelkultur weiterkultiviert. 

[0036] Nach 24 Stunden Wachstum werden die Zellen abzentrifugiert, in einer 3 %igen Natriumalginatlosung resus- 
pendiert und dann unter Ruhren in eine 2 %ige Calciumchloridldsung eingetropft. Die gebildeten, mit Bacillus subtilis 
(DSM 13182) Zellen beladenen Calciumalginatkugeln (Biokatalysator) werden gewaschen, getrocknet und kuhl gela- 
gert. 

Beispiel 2 : Hydrolyse des Guargums 

[0037] Der nach Beispiel 1 hergestellte Biokatalysator wird in einer wassrigen Guargum-Losung (Konzentration 1 
bis 5 %) aufgequollen und in eine auf 37°C temperierte Saule gefullt. Die Hydrolyse des Guargums erfolgt dann kon- 
tinuierlich durch Durchleiten einer Guargum-Losung durch die Saule. Der Durchlauf wird auf seinen Gehalt an Mono-, 
Oligound Polysacchariden per HPLC analytisch untersucht und folgende Zusammensetzung erhalten: 



Monosaccharide 


2% 


Oligosaccharide 


70% 


Polysaccharide 


28 %. 



[0038] Die Hydrolyse kann auch semikontinuierlich oder diskontinuierlich durchgefuhrt werden. Fur letzteres wird 
der nach Beispiel 1 hergestellte Biokatalysator in einem Ruhrreaktor mit einer Guargum-Losung in Kontakt gebracht. 
[0039] Es ist auch moglich, fur die Hydrolyse einen Enzym-Rohextrakt aus Bacillus subtilis (DSM 13182) einzuset- 
zen. Hierzu wird die Biomasse nach Fermentation durch Zentrifugation isoliert, in Phosphat-Puffer resuspendiert und 
anschlieGend aufgeschlossen (Ultraschall, French Press, Kugelmuhle, etc.). Die Zelltrummer werden durch Zentri- 
fugation entfernt und der so erhaltene Rohextraktohneweitere Aufreinigung derzu hydrolysierenden Guargum-Losung 
zugesetzt. 

[0040] Die nach der jeweiligen Hydrolyse erhaltene wassrige Losung enthalt neben den gewiinschten Galacto-Man- 
no-Oligosacchariden mit DP < 1 5, insbesondere DP 2 bis 7, auch einen geringen Anteil hohermolekularer Bestandteile. 
Diese konnen sehrleicht durch ansich bekannteTrennverfahren.zum Beispiel Chromatographic an calciumbeladenen 
starksauren Kationenaustauschern oderfraktionierte alkoholische Fallung oder Ultrafiltration entfernt werden, so dass 
man die Galacto-Manno-Oligosaccharide DP < 15, insbesondere DP 2 bis 7, in reiner Form in einer wassrigen Losung 
erhalt, aus der sie mit an sich bekannten Methoden (zum Beispiel durch Spruhtrocknung) trocken gewonnen werden 
konnen. 

Beispiel 3 : Stabilitat der Galacto-Manno-Oligosaccharide im Mund, Magen und Dunndarm 
Stabilitat im Mundbereich: 

[0041] Die Stabilitat der gemaB Beispiel 2 erhaltenen erfindungsgemaBen Oligosaccharide gegeniiber der Mundflora 
wurde mit den im Mundbereich vorkommenden Bakterienstammen Streptococcus mutans DSM 20523 und Strepto- 
coccus sobrinus NCTC 1 0922 sowie mit frischem Zahnplaque untersucht. 

[0042] Streptococcus mutans und Streptococcus sobrinus wurden in flussigem DSM-Medium 92 unter anaeroben 
Bedingungen 24 Stunden bei.37°C kultiviert. Am Ende der logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen ab- 
zentrifugiert (15 min., 4000 x g) und in 10 % des urspriinglichen 20 mM Carbonatpuffer, pH 7,5 resuspendiert. An- 
schlieBend wurden 9 mL einer Losung der erfindungsgemaBen Oligosaccharide (1 %ig in 20 mM Carbonatpuffer, pH 
7,5) mit 1 mL Bakterien-Suspension beimpft und 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden 
Proben entnommen und auf ihren Oligosaccharidgehaft untersucht (Ergebnisse siehe unten): 
[0043] Drei freiwilligen mannlichen Personen, die drei Tage ihre Zahne nicht gereinigt hatten, wurden Plaqueproben 
entnommen und jeweils 10 mg Plaque in 1 mL Oiigosaccharidlosung (1 %ig in 20 mM Carbonatpuffer, pH 7,5) sus- 
pendiert. Wahrend der zweistiindigen Inkubationszelt bei 37°C wurden Verlaufsproben entnommen und auf ihren Oli- 
gosaccharidgehaft untersucht. 
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Ergebnis: 

[0044J Wahrend die als Kontrolle mitgefuhrte Saccharose innerhalb von 120 Minuten vollstandig sowohl durch die 
beiden Streptococcen-Stamme als auch durch die Mischkultur des Plaque hydrotysiert wurde, war eine Spaltung der 
5 erfindungsgemaBen Oligosaccharide auch nach 2 Stunden nicht zu erkennen. 

Stabilitat im Magen: 

[0045] Die Stabilitat einer Substanz bei der Magen-Passage kann durch die Bestimmung der Hydrolyserate bei pH 
10 1 ,o beziehungsweise 2,0 dargestellt und mit Saccharose als Kontrolle verglichen werden: 

[0046] Hierzu wurden 1 %ige Galacto-Manno-Oligosaccharidlosungen bei pH-Wert 1 ,0 (0,1 M HCI) und pH-Wert 2,0 
(0,01 M HCI) bei 37°C fiir 3 Stunden inkubiert. Aus dem Reaktionsansatz wurden nach 60, 120 und 180 Minuten 
Proben entnommen und diese mittels HPAEC analysiert. Dabei wurden Saccharose und 1-Kestose als Kontrollsub- 
stanzen verwendet. 

15 

Tabelle i 



Ergebnisse: Angabe als Hydrolyserate in %: 


Substanz 


pH 


lnkubationszeit[Min] 






60 


120 


180 


Saccharose 


1 


24 


55 


61 




2 


1 


2 


7 


1 -Kestose 


1 


90 


100 


100 




2 


16 


30 


43 


Galacto-Manno-Oligos 


1 


< 1 


< 1 


< 1 




2 


< 1 


<1 


< 1 



30 

[0047] Aus der Tabelle I ist ersichtlich, dass die Galacto-Manno-Oligosaccharide eine Magen-Passage unbeschadet 
uberstehen konnen. 

Stabilitat gegenuber Pankreas-Enzymen: 

35 

[0048] Das Pankreas-Sekret enthalt eine groBe Anzahl von Hydrolases unter anderem auch kohlenhydratspaltende 
Enzyme wie a-Amylase, welche a-1 ,4-Glucane (Starke, Glykogen) bevorzugt zu Maltose und Maltooligosacchariden 
spaltet. 

[0049] Die Prufung der Stabilitat von Galacto-Manno-Oligosacchariden gegenuber Pankreas-Enzymen wurde wie 
40 folgt durchgefuhrt: 

Benotigte Losungen: 

[0050] 

45 

• 20 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0 plus 6 mM NaCI (Losung 1) 

• 1 %ige Starkeldsung (losliche Starke nach Zulkowski) in Losung 1 

• 1 %ige Galacto-Manno-Oiigosaccharidlosung in Losung 1 

• 0,2 % Pankreatin (Fa. Sigma) geldst in Losung 1 

50 

Tabelle II 



Reaktionsansatze: 


Komponenten 


Probe 


Kontrolle 


Galacto-Manno-Oligosaccharid-Losung 

Starke-Losung 

Enzymlosung 


3,0 ml 
0,1 mi 


3,0 ml 
0,1 ml 
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[0051] Nach 210 Minuten Inkubation im Thermomixer (Intervail-Schutteln) bei 37°C wurde die Reaktion durch 15 
min. Erhitzen auf 95°C beendet und die Proben mitteis HPAEC analysiert. Dabei wurde die starkehaltige Probe zuvor 
durch 3-stundiges Erhitzen in 1 M HCI bei 95°C vollstandig hydrolysiert. 



Tabelle III 



Ergebnisse: 


Substanz 


Abbaurate (%) 


Starke 

Galacto-Manno-Oligosaccharide 


77 
0 



[0052] Die Tabelle III zeigt, dass die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide durch die Pankreas-En- 
zyme nicht angegriffen werden. 



Beispiel 4 : Spaltbarkeit durch Dunndarm-a-Glucosidasen 

[0053] Die im Dunndarm vorhandenen mucosastandigen Enzym-Komplexe Saccharase/lsomaltase und Glucoa- 
mylase/Maltase sorgen in vivo dafur, dass die in den Dunndarm gelangten Disaccharide Maltose und Saccharose und 
zum Teil auch Maltooligosaccharide zu Monosacchariden gespalten werden und als solche uber die Darmwand in den 
Blutkreislauf geiangen konnen. 

[0054] Die Prufung der Stabilitat von erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosacchariden gegeniiber diesen En- 
zymen wurde wie folgt durchgefuhrt: 



Enzym-lsolierung: 

[0055] Die Enzym-Komplexe Saccharase/lsomaltase (Sl-Komplex) und Glucoamylase/Maltase (GM-Komplex) wur- 
den aus Schweine-Dunndarm nach der Methode von H. Heymann {Dissertation, Hannover, 1991) isotiert. 
[0056] Die Spaltbarkeit der erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide durch Dunndarm-a-Glucosidasen 
wurde wie folgt bestimmt: 

Benotigte Losungen: 



[0057] 

• Triethanolamin (TRA)-Puffer, 0,1 M, pH 7,0 

• Galacto-Manno-Oligosaccharide, 1 %ige Losung in TRA-Puffer 

• Maltose, beziehungsweise Saccharose als Kontrollsubstanzen, 1 %ig in TRA-Puffer 

• Mucosa-Enzym, geiost in TRA-Puffer 

Reaktionsansatz: 



[0058] Zu 1 ,2 mL der auf 37°C temperierten Kohlenhydratlosung wurden 0,7 U des Enzymkomplexes Saccharase/ 
Isomaltase beziehungsweise Glucoamylase/Maltase zu t = O zugegeben, gemischt und bei 37°C inkubiert. Die Reak- 
tion wurde nach 2 Stunden durch 15-minutiges Erhitzen auf 95° C gestoppt. Die gebildeten Monosaccharide sowie die 
eingesetzten Testsubstanzen wurden mitteis *HPAEC quantitativ bestimmt. 



Tabelle IV 



Ergebnisse: 


Kohlenhydrat 


Enzymkomplex 


Hydrolyserate {%) 


Saccharose 


Si 


98 


Maltose 


SI 


95 


Maltose 


GM 


96 


Galacto-Manno-Oligos. 


SI 


< 1 


Galacto-Manno-Oligos, 


GM 


< 1 
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[0059] Die Ergebnisse zeigen, dass unter den gewahlten Bedingungen einer fast vollstandigen Hydrolyse von Sac- 
charose beziehungsweise Maltose im Falle des Sl-Enzymkomplexes sowie von Maltose im Falle des GM-Enzymkom- 
plexes die Galacto-Manno-Oiigosaccharide durch beide Enzymkomplexe praktisch nicht gespalten werden. 

5 Beispiel 5: Spaltbarkeit durch isolierte Enzym-Komplexe (Sl-Komplex und GM-Komplex) 

[0060] Die isolierten Enzym-Komplexe Saccharase/lsomaltase (Sl-Komplex) und Glucoamylase/Maltase (GM-Kom- 
plex) aus Schweine-Dunndarm (siehe Beispiel 4) sind fur Inhibitionsuntersuchungen mit erfindungsmaBigen Galacto- 
Manno-Oligosacchariden in Gegenwart der Substrate Saccharose beziehungsweise Maltose im Falle des Sl-Kompiex 
io und Maltose im Falle des GM-Komplex getestet worden. Das Substrat-lnhibitor-Verhaltnis betrug in alien Fallen 1 0:1 . 



Ansatz 


- 0,7 ml Substratlosung, 1 ,43 % in 0,1 M Na-Phosphat- Puffer, pH 7,0 

- 0,1 ml Galacto-Manno-Oligosaccharide, 1 % 

- 0,1 ml 0,1 M Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0 


Vorinkubation 


15 min, 37°C Entnahme der Nullprobe 


Start 


0,1 ml Enzymlosung (0,5 U/ml Maltase-Aktivitat im Ansatz) 


Probenahme 


je 0,15 ml Probe nach 30 und 60 min 


Reaktionsstop 


2 min bei 95°C 


Analytik 


HPAEC, Standard-Losung je 10 ppm Glucose, Fructose, je 20 ppm Saccharose, Maltose 



Tabelle V 



30 



35 



Ergebnis: 


% Inhibierung 


Inkubationsdauer 


30 Min. 


60 Min. 


S I/Saccharose 


24 


25 


Sl/Maltose 


26 


18 


GM/Maltose 


0 


0 



[0061] Wie der Tabelle V zu entnehmen ist, wird die Spaltung der Saccharose beziehungsweise Maltose durch den 
40 Sl-Enzym-Komplex in Gegenwart von Galacto-Manno-Oligosacchariden inhibiert. Die Maltose-Spaftung durch den 
GM-Komplex wird durch Zugabe von Galacto-Manno-Oligosacchariden hingegen nicht beeinflusst. 

Beispiel 6: Verhinderung der Anlagerung von pathogenen Keimen an Epithelzellen 

45 Epithelzellen 

[0062] Menschliche Uroepithelzellen, gewonnen durch Zentrifugation aus dem Morgenharn 
Keime 

50 

[0063] Staphylococcus aureus, 2 Stamme und E. coli, 2 Stamme, jeweils als Suspension mit 10 9 Keimen/mL 
Testdurchfuhrung 

55 [0064] Epithelzellen und Keimsuspension wurden zusammengebracht und bei 37°C fur 30 Minuten inkubiert. Dann 
wurden die Epithelzellen von den nicht adharenten Keimen durch Membranfiltration (8u.) abgetrennt. Die Filter wurden 
mehrfach gewaschen, in physiologische Kochsalzlosung eingebracht und die Epithelzellen darin suspendiert. Nach 
Zentrifugation der Suspension in Kochsalzlosung wurde das Pellet auf Objekttrager aufgetragen, und nach May-Grun- 
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wald und Giemsa gefarbt. Die Anzahl der an 50 Epithelzellen anhattenden Keime wurde gezahlt. Die Zahl ergab den 
Leerwert Als Kontroile dienten Epithelzellen ohne Zugabe einer Keimsuspension. 

[0065] In dem Hauptversuch wurden Epithelzellen zunachst mit unterschiedlich konzentrierten Galacto-Manno-Oli- 
gosaccharidldsungen fiir 1 , 2 beziehungsweise 3 Stunden inkubiert. Dann wurden sie mit der Keimsuspension zusam- 
5 mengebracht und -wie oben beschriebenweiterbehandelt. Die Zahlung der anhattenden Keime an 50 Epithelzellen 
ergab den Messwert. 

Ergebnis: 

w [0066] Bei den als Vergleich eingesetzten "neutralen" Kohlenhydraten, wie zum Beispiel Raffinose, Nystose und 
Isomelezitose, wurde keine Verminderung der Keimanlagerung an den Epithelzellen festgestellt. Mit den erfindungs- 
gemaBen Galacto-Manno-Oligosacchariden wurde die Adhasion aller gepruften Mikroorganismen fast vollstandig 
(Blockierung: > 95 %) verhindert. 

15 Beispiel 7: Erhohung der Mucussekretion im Dickdarm 

[0067] Aus resektiertem Dickdarm von f risen geschlachtetem Schwein wurden nach grundlichem Saubern 1 cm 2 
groBe Stucke aus dem distalen Abschnitt ausgestanzt. Die so praparierten Stiicke wurden in Hanks-Puffer, dem Chl- 
oramphenicol und Ampicillin (je 50 u.g/ml_) zugesetzt worden waren, unter Sauerstoff-Begasung und Riihren bei 37°C 
20 fur 5 Stunden inkubiert. Der Puffer enthielt auBerdem 1 % der auf ihre stimulierende Wirkung auf Mucussekretion zu 
prufenden, erfindungsgemaB hergestellten Galacto-Manno-Oligosaccharide. Es wurden jeweils 10 Darmstucke zur 
Kontroile beziehungsweise in dem Testansatz eingesetzt. Einer der Ansatze enthielt das zur Therapie von entzundli- 
chen Darmerkrankungen ublicherweise verwendete Hydrocortison. 

[0068] Als MaBfureine Erhohung der Mucussekretion wurde die Zunahme des Gesamtkohlenhydratgehalts im Uber- 
25 stand gemessen. Hierzu wurden wahrend der Inkubation Proben zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen und zu 
jeweils 10 u,L der Probe 20 u.L Resorcinlosung (6 mg/mL) und 100 u.L 75-%ige Schwefelsaure zugegeben und nach 
60 min Inkubation bei 80°C die Extinktion bei X = 450 nm gemessen. 

Ergebnis: 

30 

[0069] Die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide erhohen die Mucussekretion um das circa 2,4-fa- 
che gegenuber der Kontroile, wahrend die Erhohung durch das Hydrocortison das circa 5,3-fache betragt. In neueren 
Untersuchungen wurde fiir Substanzen wie Corticosteroide gezeigt, dass sie in Zellkulturen, die aus Colonepithel- 
Biopsien stammten, eine Stimulation der endogenen Mucussekretion bewirken (Finnie I. A., et al. Clinical Science, 91 
35 (1996), 359-364). Somit ergibt sich die Moglichkeit, entzundliche Darmerkrankungen durch Nahrungsmittelbestand- 
teile, die aus erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosacchariden bestehen, giinstig zu beeinflussen. 

Beispiel 8: Einfluss auf die Mikroflora im Dickdarm 

40 [0070] Um den Einfluss der erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide auf die Zusammensetzung der 
Mikroflora im Dickdarm zu untersuchen, wurden verschiedene Reinkulturen von in Humanfaeces vorkommenden Bak- 
terien im folgenden Medium mit Galacto-Manno-Oligosacchariden als einziger Kohlenstoffquelle kultiviert: 





Trypticase/Trypton 


1,50 g 


45 


Hefe-Extrakt 


1,00 g 




KH 2 P0 4 


0,24 g 




Na2HP0 4 


0,24 g 




(NH 4 ) 2 S0 4 


1,24 g 


SO 


NaCI 


0,48 g 




MgS0 4 .7H 2 0 


0,10g 




CaCI 2 .2H 2 0 


0,06 g 




FeS0 4 .7H 2 0 


2mg 




Resazurin 


1 mg 


55 


Cystein/HCI 


0,50 g 




Vitaminlosung (nach DSM 141) 


0,50 mL 




Spurenelementelosung (nach DSM 141) 


9,00 mL 
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(fortgesetzt) 





NaHC0 3 


2,00 g 




Galacto-Manno-Oligosaccharide 


5,00 g 


5 


H 2 0 dest. ad 1000 mL, pH 7,0 





[0071] Der Test wurde mit folgenden Mikroorganismen durchgefuhrt: 



Bacteroides asaccharolyticus 
Bacteroides distasonis 
Bacteroides fragilis 
Bacteroides tetaiotaomicron 
Bifidobacterium adolescentis 
Bifidobacterium bifidum 
Bifidobacterium breve 
Bifidobacterium infantis 
Bifidobacterium longum 
Eubacterium lentum 
Eubacterium limosum 
Lactobacillus casei 
Lactobacillus fermentum 

Clostridium butyricum 
Clostridium difficile 
Clostridium perfringens 
Enterobacter cloacae 
Escherichia coli 
Klebsiella pneumoniae 
Salmonellla typhimurium 
Serratia marcescens 
Staphylococcus aureus 

[0072] Die Mikroorganismen wurden jeweils 24 Stunden bei 37°C unter anaeroben Bedingungen kultiviert. Wahrend 
der Versuchsdauer wurden Proben zu bestimmten Zeitpunkten entnommen und auf pH-Wert und Oligosaccharid-Kon- 
zentration untersucht. AuBerdem wurde mit Hilfe der optlschen Dichte die Zunahme derZellzahl bestimmt. 
[0073] Lediglich die Bif idobacterien und die beiden Lactobaciilen waren in der Lage, die erfindungsgemaBen Galacto- 
Manno-Oligosaccharide zu verstoffwechseln und darauf zu wachsen. Bei alien anderen untersuchten Bakterien konnte 
kein Wachstum auf dem Medium festgestellt werden. Somit ergibt sich, dass Nahrungsmittel, die erfindungsgemaBe 
Galacto-Manno-Oligosaccharide enthalten, die Zusammensetzung der Dickdarm-Mikroflora positiv verandern konnen. 

Beispiel 9: Starkung der Immunabwehr 

Starkung der Phagocytose 

[0074] Der Einfluss von erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosacchariden auf die Funktion der Phagocyten 
(Mono-, Granulocyten) lasst sich mittels Phagocytoseassays ermitteln. Bei der Phagocytose-Stimulation wurden die 
Phagocyten mit Galacto-Manno-Oligosacchariden vorab inkubiert (1 00 u.g Glykan/0,11 ml Vollblut, 37°C, 1 0 Min.). Ein 
korrespon die render Leerwert wurde entsprechend 10 Minuten im Eisbad inkubiert. Danach erfolgte der eigentliche 
Phagocytoseassay unter folgenden Bedingungen: 

[0075] 0,1 1 ml Vorinkubationsldsung wurde fur 1 0 Minuten im Eisbad belassen, dann wurden 0,01 ml nicht opsonierte 
E. coli (Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markiert, 10 9 pro ml, ORPEGEN) oder 0,01 ml nicht opsonierte Staphylococ- 
cus aureus (15 x 10 6 pro ml, FITC-markiert, MOLECULAR PROBES) hinzugefugt. Die Ansatze wurden (Doppelbe- 
stimmungen) bei 37°C 10 Minuten inkubiert. Die Ansatze wurden zweimal mit je 3 mL Waschpuffer (ORPEGEN) ge- 
waschen und bei je 250 xg fur 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. 

[0076] Die Lyse der Erythrocyten im Sediment erfolgte mit 2 ml Lysepuffer (ORPEGEN) 20 Minuten bei Raumtem- 
peratur und anschlieBend wurde der Ansatz einmal gewaschen. Zum Sediment wurde 0,2 ml DNA-Farbeldsung (Pro- 
pidiumjodid) gegeben und fur 10 Minuten im Eisbad belassen. 



15 



25 



30 



40 
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[0077] Die Messung erfolgte im Durchflusscytometer (Anregung: 488 nm, Emission FL-1 : 520 nm), wobei zwischen 
Monocyten und Granulycyten ohne Separation unterschieden werden kann (Vorwartsstreulicht (FSC) versus (ESC) 
Seitwartsstreulicht). Die Resultate sind ausgedruckt ais %-Anteil der Phagocytosepositiven Zelten (siehe folgende 
Tabelle VI): 

5 [0078] Als Kontrollsubstanz ohne Phagocytosewirkung wurde Raffinose eingesetzt. 



Tabelle VI 



Phagocytoseassay 


Einfluss von Galacto-Manno-Oligosacchariden (100 u.g/Ansatz) 


Zeiltyp 


Monocyten 


Granulocyten 




(% positive Zellen) 


(% positive Zellen) 


Bakterienart 


E. coli 


E. coli 


Staph, aureus 




nicht opsoniert 


nicht opsoniert 


nicht opsoniert 


Kontrolle 4°C 


8,0 


1,0 


0,5 


Kontrolle 37°C 


21,5 


19,5 


27,0 


Galacto-Manno-Oligos. 


35,0 


33,5 


42,5 


Raffinose 


22,0 


17,0 


30,0 



[0079] Die Ergebnisse zeigen, dass nach Vorinkubation der Mono- beziehungsweise Granulocyten mit den erfin- 
dungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosacchariden eine Stimulation der Phagocytose erreicht wurde. 

25 Adhasionsassay 

[0080] Im Adhasionsassay wurde der Einfluss von erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosacchariden auf das 
Adhasionsverhalten von B-Zell-Linien (zum Beispiel Reh) und normalen humanen B-Lymphocyten an epithelialen Zel- 
len (Colontumor-Linie HT29) gemessen. Bei dem verwendeten Overlay-Assay wurden die Lymphocyten intrazellular 

30 mit Calcein markiert, urn die Messung fluorometrisch durchfuhren zu konnen. 

[0081] Zunachst erfolgte eine Beschichtung mit der adharenten Colonepithelzell-Linie (HT 29) in Mikrotiterplatten 
(24 Loch-Costar®-Platten). Man inkubiert (37°C, iiber Nacht) bis sich ein konfluenter Rasen ausgebildet hat. Dies 
erfolgte soweit moglich im Serum-freien Medium. Einsaat: 1 x 1 0 4 Zellen. Die adharenten Zellen wurden dann dreimal 
mit PBS (phosphatgepufferte physiologische NaCI-Losung) vor dem nachfolgenden Assay gewaschen und entspre- 

35 chend mit PBS + 1 % Rinderserum-Albumin (BSA) 1 Stunde bei Raumtemperatur blockiert. 

[0082] Die zu testenden B-Zell-Linien Oder isolierten B-Lymphocyten wurden unbehandelt mit Calcein fluoreszent 
markiert (1 x 10 7 Zellen in 2 ml RPMI-Medium + HEPES + 10 uJ Calcein AM, 30 Minuten, 37°C; danach 2 x mit HBSS 
(Hanks-Puffer) + 0,25% BSA gewaschen) und 1 x10 6 Zellen in 0,5 ml PBS + 0,25% HBSS pro Loch 1 Stunde inkubiert. 
Die Kulturplatte wurde 10 Sekunden auf den Schuttler gestellt, pro Loch 0,5 ml 0,2 % Glutaraldehyd in PBS + 0,2 % 

40 BSA dazugegeben und 10 Minuten auf dem Schuttler inkubiert. Die Fluoreszenz der Platte wurde in einer Fluores- 
zenzmessvorrichtung gemessen (494, 517 nm). 

[0083] Die erste Messung entspricht dem 100-%-Wert. Danach wurde die Platte vier mal gewaschen und erneut 
gemessen. Diese Messung entspricht der spezif ischen Adhasion, welche prozentual zum 100-%-Wert abzuglich des 
Autofluoreszenz-Wertes (Zellen unmarkiert) angegeben wird. Als Kontrollsubstanzen wurden Galactose beziehungs- 
45 weise Glucose eingesetzt. 

[0084] Adhasion von Reh (pra-B) auf der Colon-Zellinie HT 29 



Tabelle VII 



Einfluss von Galacto-Manno-Oligosacchariden (10 ng/Ansatz) 


Zucker 


Mittelwert (%) 


SD 


Index 


Ohne Kohlenhydrat 


46 


6,3 


1,00 


D-Glucose 


47 


6,0 


1,11 


D -Galactose 


51 


7,0 


1,12 


Galacto-Manno-Oligosaccharide 


93 


9,7 


2,02 



1 
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[0085] Gegenuber den Kontrolisubstanzen D-Glucose und D-Galactose ergab sich in Gegenwart der Galacto-Man- 
no-Oligosaccharide ein deutlich verstarktes Adhasionsverhalten der B-Zell-Linie (Reh) auf der Colonzell-Linie HT 29. 

Beispiel 10: Verbesserung der Aufnahme von Calcium 

5 

Versuchsvorbereitung: 

[0086] Mannliche Sprague-Dawley Ratten mit je circa 1 00 g Gewicht wurden mit f reiem Zugang zu entmineralisiertem 
Wasser und folgender Standarddiat fur eine Gewohnungsphase von 4 Tagen gehalten: 

w 



15 



Casein 


250 g 


Maiskeimol 


50 g 


Mineralsalzmischung (Ca- und Fe-frei) 


25 g 


Calciumcarbonat 


7,5 g 


Vitamin-Mischung 


10g 


Vitamin E 


1 9 


Cholinbitartarat 


4g 


Saccharose 


ad 1000 g 
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[0087] Danach wurden sie in zwei Gruppen unterteilt. In der ersten Gruppe wurde den Tieren der Magen vollstandig 
entfernt (Magen-Resektion-Gruppe), die zweite Gruppe diente als Kontrolle (KontrollGruppe). Nach der Operation 
wurden die Ratten 24 Stunden ohne Nahrung und Wasser, danach 2 bis 3 Tage an Kuhmilch und dann 1 4 bis 16 Tage 
mit Standarddiat fur eine Gewohnungsphase von 4 Tagen gehalten: 

25 

Vers uchsdurchfuh rung 

[0088] Die Testgruppen wurden wiederum in jeweils zwei Untergruppen unterteilt. Jeweils eine der Untergruppen 
wurde weiter mit Standarddiat gehalten, wahrend die andere Untergruppe eine Diat mit Galacto-Manno-Oligosaccha- 
30 rid-Zusatz (50 g/kg Diat) erhielt. Uber eine Versuchsdauer von 3 Wochen wurden ab dem dritten Tag Faeceproben 
gesammelt und auf ausgeschiedenes Calcium untersucht. Am Ende des Versuchs wurde der Inhalt des Caecums 
analysiert. 

Ergebnisse: 

35 

[0089] Mit Standarddiat war die Calciumaufnahme der Magen-Resektion-Gruppe nur etwa ein Viertel der Calcium- 
aufnahrne der Kontrollgruppe' 

[0090] Durch die Beimischung von erfindungsgemaRen Galacto-Manno-Oligosacchariden konnte die Calciumauf- 
nahme der Magen-Resektion-Gruppe etwa verdoppelt werden, so dass sie auf etwa 50 % der der KontrollGruppe 
40 anstieg. 

[0091] In den an der erfindungsgemaGen Galacto-Manno-Oligosaccharid-haltigen Diat gehaltenen Ratten zeigte die 
Analyse des Caecum inn a ftes eine stark erhohte Propionsaurekonzentration. Diese steht in signifikantem Zusammen- 
hang mit der gemessenen Calciumaufnahme. 

PatentansprOche 

1 . Verfahren zur Herstellung von Mannose- und Galactose-haltigen Oligosacchariden aus Galactomannanen, wobei 
eine wassrige Losung Oder Suspension des Galactomannans hergestellt, unter Einsatz eines enzymatisch wir- 

so kenden Agens aus Bakterien des bei der DSM unter Nr. 13182 hinterlegten Stamms der Art Bacillus subtilis hy- 

drolysiert und eine wassrige Losung eines Gemischs aus Galacto-Manno-Oligosacchariden mit einem Polymeri- 
sationsgrad (DP) < 15 erhalten wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei der Polymerisationsgrad (DP) 2 bis 7 betragt. 

55 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder2, wobei das enzymatisch wirkende Agens lebende Oder tote Zellen von Bakterien 
sind. 
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4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das enzymatisch wirkende Agens ein Galactomannanhydrolysierendes 
Enzym oder ein Rohextrakt aus den Zellen dieser Bakterien ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die enzymatische Hydrolyse mit immobilisierten Zellen, im- 
mobilisierten Rohextrakten oder immobilisierten Enzymen aus diesen Bakterien durchgefuhrt wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das erhaltende Gemisch aus Galacto-Manno-Oli- 
gosacchariden einem chromatographischen Trennverfahren unterzogen wird. 

7. Galacto-Manno-Oligosaccharid, herstellbar aus Guar-Gum nach einem Verfahren der Anspruche 1 bis 6, umfas- 
send 3-1 ,4-verkniipfte Mannoseeinheiten und daran ot-1 ,6-verknupfte Galartosesinheiten mit einem Polymerisa- 
tionsgrad (DP) < 15, insbesondere 2 bis 7. 

8. Galacto-Manno-Oligosaccharid, herstellbar aus Guar-Gum nach einem Verfahren der Anspruche 1 bis 6, umfas- 
send p-1 ,4-verknupfte Mannoseeinheiten und daran a-1 ,6-verknupfte Galactoseeinheiten mit einem Polymerisa- 
tionsgrad < 15, insbesondere 2 bis 7, zur Verwendung als therapeutisches oder diagnostisches Mittel. 

9. Enzym mit der Fahigkeit, verschiedenartige Galactomannane, bevorzugt Guar-Gum, Cassia-Gum und Jonannis- 
brot-Kemmehl, mit jeweils annahernd gleicher Effizienz zu hydrolysieren, herstellbar aus dem Bacillus subtilis- 
Stamm DSM 13182. 

10. Rohextrakt mit der Fahigkeit, verschiedenartige Galactomannane, bevorzugt Guar-Gum, Cassia-Gum und Jonan- 
nisbrot-Kernmehl, mit jeweils annahernd gleicher Effizienz zu hydrolysieren, herstellbar durch Zellaufschiuss von 
Bakterien des Stammes Bacillus subtilis DSM 13182. r 

11. Bacillus subtilis-Stamm DSM 13182. 

12. Arzneimittel, enthaltend ein Galacto-Manno-Oligosaccharid nach Anspruch 7, gegebenenfalls zusammen mit ei- 
nem pharmazeutisch vertrag lichen Trager. 

13. Lebens- oder Genussmittel, enthaltend ein Galacto-Manno-Oligosaccharid nach Anspruch 7. 

14. Verwendung eines Galacto-Manno-Oligosaccharids nach Anspruch 7 zur Herstellung von Genussund/oder Le- 
bensmitteln und/oder zur Senkung des glykamischen Index von Genuss- und/oder Lebensmitteln. 

15. Verwendung eines Galacto-Manno-Oligosaccharids nach Anspruch 7 zur Herstellung eines dieses Galacto-Man- 
no-Oligosaccharid enthaltenden LebensmittelszurVerhinderungvon Infektionskrankheiten, zur Verhinderung von 
Darmerkrankungen, zur Verhinderung der Coloncarzinogenese, zur Starkung der Immunabwehr gegenuber ali- 
gemeinen Infekten, zur Verhinderung von entzundlichen Erkrankungen und/oder zur Verhinderung der Osteopo- 
rose. } 

16. Verwendung eines Galacto-Manno-Oligoaaccharids nach Anspruch 7 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Ver- 
hinderung von Infektionskrankheiten, zur Verhinderung von Darmerkrankungen, zur Verhinderung der Coloncar- 
zinogenese, zurStarkung der Immunabwehr gegenuber allgemeinen Infekten, zur Verhinderung von entzundlichen 
Erkrankungen und/oder zur Verhinderung der Osteoporose. 



Claims 

1. Method for producing oligosaccharides containing mannose and galactose from galactomannans, according to 
which an aqueous solution or suspension of the galactomannan is produced, which is hydrolysed by means of an 
enzymatically effective agent obtained from bacteria of the Bacillus subtilis type of the strain deposited with DSM 
under no. 13182, and an aqueous solution of a mixture of oligosaccharides containing mannose and galactose 
with a degree of polymerisation (DP) of <15 is obtained. 

2. Method according to claim 1 , wherein the degree of polymerisation (DP) is 2 to 7. 

3. Method according to claim 1 or 2, wherein the enzymatically active agent constitutes live or dead cells of bacteria. 
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4. Method according to claim 1 or 2, wherein the enzymatiaally effective agent is an enzyme which hydrolyses ga- 
tactomannans from bacteria or is a raw extract from celts of said bacteria. 

5. Method according to one of the claims 1.to 4, wherein the enzymatic hydrolysis is carried out with immobilised 
s cells, immobilised raw extracts or immobilised enzymes of said bacteria. 

6. The method according to one of the preceding claims, wherein the mixture of oligosaccharides containing galactose 
and mannose obtained is subjected to a chromatographic separating process. 

10 7. A galactomanno-oligosaccharide which can be produced from guar gum according to one of the methods described 
in claims 1 to 6, comprising 0-1,4-linked mannose units linked to a-1,6-linked galactose units with a degree of 
polymerisation (DP) of <15, in particular of 2 to 7. 

8. A galactomanno-oligosaccharide which can be produced from guar gum according to one of the methods described 
15 in claims 1 to 6, comprising p-1,4-linked mannose units linked to cc-1 ,6-linked galactose units with a degree of 

polymerisation of <15, in particular of 2 to 7, for use as a therapeutic or diagnostic agent. 

9. An enzyme with the ability to hydrolyse various types of galactomannans, preferably guar gum, cassia gum and 
locust bean gum, with an approximately equal efficiency in each case, said enzyme being able to be produced 

20 from the Bacillus subtilis strain DSM 1 31 82. 

10. A raw extract with the ability to hydrolyse various types of gaiactomannans, preferably guar gum, cassia gum and 
locust bean gum, with an approximately equal efficiency in each case, said raw extract being able to be produced 
by means of a disruption of cells of bacteria of the Bacillus subtilis strain DSM 13182. 
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11. The Bacillus subtilis strain DSM 13182. 

12. Drugs containing a galactomanno-oligosaccharide according to claim 7, optionally combined with a pharmaceuti- 
cal ly compatible carrier. 

13. Foods or luxury foodstuffs containing a galactomanno-oligosaccharide according to claim 7. 

14. The use of a galactomanno-oligosaccharide according to claim 7 for producing foods and/or luxury foodstuffs and/ 

or for reducing the glycemic index of foods and/or luxury foodstuffs. 

i 

15. The use of a galactomanno-oligosaccharide according to claim 7 in order to produce foods containing said galac- 
tomanno-saccharide for preventing infectious diseases, for preventing intestinal diseases, for preventing colon 
carcinogenesis, for strengthening the immune defence system against general infections, for preventing inflam- 
matory diseases and/or for preventing osteoporosis. 

1 6. The use of a galactomanno-oligosaccharide according to claim 7 in order to produce a drug for preventing infectious 
diseases, for preventing intestinal diseases, for preventing colon carcinogenesis, for strengthening the immune 
defence system against general infections, for preventing inflammatory diseases and/or for preventing osteoporo- 
sis. 



Revendicatlons 

1. Procede pour la fabrication ^oligosaccharides de galactomannane contenant de la mannose et de la galactose, 
so caracterise en ce qu'une solution aqueuse ou une suspension du galactomannane est produite, puis hydrolysee 

en utilisant un agent enzymatique en bacteries du type Bacillus subtilis appartenant a la souche bacterienne en- 
registree a la DSM (collection de cultures de microorganismes et cultures cellulaires d'Allemagne) sous le numero 
13182 pour obtenir ainsi une solution aqueuse d'un melange d'oligosaccharides de galactomannane ayant un 
degre de polymerisation (DP) < 15. 

55 

2. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que te degre de polymerisation (DP) est de 2 a 7. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que I'agent enzymatique sont des cellules 
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bacteriennes vivantes ou mortes. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterlse en ce que I'agent enzymatique est une enzyme sus- 
ceptible d'hydrolyser du galactomannane ou un extrait brut des cellules de ces bacteries. 

5. Procede selon Tune des revendications 1 a 4, caracterlse en ce que Thydrolyse enzymatique est realisee avec 
des cellules immobilisees, des extraits bruts immobilises ou des enzymes Immobilisees de ces bacteries. 

6. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterlse en ce que le melange ^oligosaccharides de 
galactomannane ainsi recu est soumis a un procede de separation chromatographique. 

7. Oligosaccharide de galactomannane, susceptible d'etre produit a partir de gomme de guar selon un procede des 
revendications 1 a 6, comprenant des unites de mannose liees en p-1 ,4 enchatnees avec des unites de galactose 
liees en a-1 ,6 ayant un degre de polymerisation (DP) < 15, notamment compris entre 2 et 7. 

8. Oligosaccharide de galactomannane, susceptible d'etre produit a partir de gomme de guar selon un procede des 
revendications 1 a 6, comprenant des unites de mannose liees en fM ,4 enchatnees avec des unites de galactose 
liees en a-1 ,6 ayant un degre de polymerisation < 1 5, notamment compris entre 2 et 7, pour une utilisation comme 
moyen therapeutique ou de diagnostic. 

9. Enzyme capable d'hydrolyser sans variations sign if icatives d'efficacite des divers galactomannanes, de preference 
de la gomme de guar, de la gomme de cassia et de la farine de graines de caroube, cette enzyme etant susceptible 
d'etre produite a partir de la souche bacterienne Bacillus subtilis DSM 13182. 

10. Extrait brut capable d'hydrolyser sans variations sign if icatives d'efficacite des divers galactomannanes, de prefe- 
rence de la gomme de guar, de la gomme de cassia et de la gomme de caroube, cet extrait brut etant susceptible 
d'etre produit par fraction nement cellulaire des bacteries de la souche bacterienne Bacillus subtilis DSM 13182. 

11. Souche bacterienne Bacillus subtilis DSM 13182. 

12. Medicament contenant uri oligosaccharide de galactomannane selon la revendication 7, le cas echeant avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

13. Denree alimentaire ou de luxe, contenant un oligosaccharide de galactomannane selon la revendication 7. 

14. Utilisation d'un oligosaccharide de galactomannane selon la revendication 7 pour la fabrication de denrees de luxe 
et/ou de denrees alimentaires et/ou pour la reduction de i'index glycemique de denrees de luxes et/ou de denrees 
alimentaires. 

15. Utilisation d'un oligosaccharide de galactomannane selon la revendication 7 pour la fabrication d'une denree ali- 
mentaire contenant cet oligosaccharide de galactomannane pour eviter des maladies infectieuses, pour prevenir 
des maladies intestinales, pour prevenir la carcinogenese du colon, pour renforcer le systeme immunitaire contre 
des infections g6nerales, pour prevenir des maladies inflammatoires et/ou pour prevenir I'osteoporose. 

16. Utilisation d'un oligosaccharide de galactomannane selon la revendication 7 pour la fabrication d'un medicament 
pour eviter des maladies infectieuses, pogr prevenir des maladies intestinales, pour prevenir la carcinogenese du 
colon, pour renforcer le systeme immunitaire contre des infections generates, pour prevenir des maladies inflam- 
matoires et/ou pour prevenir I'osteoporose. 
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